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(54) Title: METHOD FOR THE TREATMENT OF DISEASES OR DISORDERS OF THE INNER EAR 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BEHANDLUNG VON ERKRANKUNGEN ODER STORUNGEN DES INNENOHRS 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for treating diseases or disorders of the inner ear which are related to damage to or the destruction 
of sensory cells of the inner ear. According to said method at least one active ingredient is used for the regeneration of the sensory cells 
which at least partly inhibits or eliminates the inhibiting action of a cell cycle inhibitor present in the inner ear, and regeneration of the 
sensory cells of the inner ear is preferably achieved by stimulating the proliferation of supporting cells. The sensory cells of the inner ear 
are the hair sensory cells. Potential cell cycle inhibitors are cyclin-dependent kinase inhibitors and particularly the cyclin-dependent kinase 
inhibitor p27 K 'P'. 

(57) Zusammenfassung 

Bei einem Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen oder Storungen des Innenohrs, die mit einer Schadigung oder Zerstorung 
von Sinneszellen des Innenohrs im Zusammenhang stehen, wird zur Regeneration der Sinneszellen mindestens ein Wirkstoff eingesetzt, 
der mindestens einen im Innenohr vorhandenen sogenannten Zellzyklus-Inhibitor in seiner inhibierenden Wirkung mindestens teilweise 
hemmt oder ausschahet. Die Regeneration der Sinneszellen des Innenohrs erfolgt bei diesem Verfahren vorzugsweise durch Stimulation 
der Proliferation von Stiitzzellen. Bei den Sinneszellen des Innenohrs handelt es sich um die sogenannten Haarsinneszellen. Als 
Zellzyklus-Inhibitoren kommen Zyklinkinase-Inhibitoren wie insbesondere der Zyklinkinase-Inhibitor P27 Ki p' in Frage. 
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Verfahren zur Behand lung von Erkrankungen 
5 oder Storunqen des Innenohrs 

Beschreibung 

10 

Die Erfindung betrifft zunachst ein Verfahren zur Behandlung 
von Erkrankungen oder Storungen des Innenohrs, die mit einer 
Schadigung oder Zerstorung von Sinneszellen des Innenohrs im 
Zusammenhang stehen. 

15 

Das Innenohr des Menschen und anderer Saugetiere kann ent- 
weder ,von vorneherein durch einen genetischen Defekt oder 
spater durch auBere Einfliisse irreversibel geschadigt sein. 
Bei den genannten aufleren Einfliissen kann es sich beispiels- 

20 weise urn Schalltraumata oder um toxische oder hypoxische Ein- 
fliisse handeln. Diese Schadigungen konnen in Funktionsstorun- 
gen oder Funktionsausf alien der im Innenohr lokalisierten 
Sinne, insbesondere des Horens, resultieren. Bei diesen 
Funktionsstorungen ist insbesondere eine Reduktion oder ein 

25 Schwinden des Horvermogens zu nennen. Schatzungsweise diirften 
in Deutschland ca. 12 Millionen Menschen an einer sogenannten 
Innenohrschwerhorigkeit leiden, die auf die genannten Patho- 
mechanismen zuruckzufiihren ist. Als Ursache fur den teil- 
weisen oder vollstandigen Verlust des Horvermogens kommt hier 

3 0 neben der Degeneration von sensor ischen Neuronen und Schadi- 
gungen der sogenannten Stria vascularis des Innenohrs, 
insbesondere eine Schadigung oder Zerstorung der Sinneszellen 
des Innenohrs und damit des Hororgans in Frage. 
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Bei einem Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen Oder Sto- 
rungen des Innenohrs, die mit einer Schadigung oder Zersto- 
rung von Sinneszellen im Zusammenhang stehen, ist zu beriick- 
sichtigen, daB in den hochdif f erenzierten Sinnesepithelien im 
5 Innenohr des Menschen und anderer Sauger irreversibel gescha- 
digte und damit verlorene Zellen nicht mehr regeneriert wer- 
den konnen. Ein teilweiser oder vollstandiger Horverlust 
aufgrund Schadigung oder Zerstorung von Sinneszellen des 
Innenohrs bleibt damit in der Regel irreversibel. Hier unter- 
10 scheiden sich die Sinnesepithelien des Innenohrs grundlegend 
von anderen Geweben, in denen abgestorbene Zellen durch die 
Teilung von Ersatzzellen und deren anschlieBende Aus- 
dif f erenzierung schnell ersetzt werden konnen. 

15 Interessanterweise ist bei anderen Wirbeltierklassen wie bei- 
spielsweise den Vogeln im Gegensatz zu der Situation beim 
Menschen eine Regeneration abgestorbener Sinneszellen im 
Innenohr moglich. Hier werden die nach einer Schadigung 
abgestorbenen Sinneszellen durch sogenannte Stiitzzellen, die 

20 im Epithel unterhalb der Sinneszellen angeordnet sind, 
ersetzt. Dies erfolgt durch Teilung der Stiitzzellen und 
anschlieBende Ausdiff erenzierung, wobei aus einer Stiitzzelle 
eine neue Stiitzzelle und eine Sinneszelle hervorgeht. 

25 Die Entdeckung der Regeneration von Sinneszellen in der 

Cochlea des Vogels hat in den letzten Jahren zu dem Versuch 
gefiihrt, Untersuchungsergebnisse beim Vogel auf Saugetiere 
und damit letztendlich auf den Menschen zu iibertragen. Dies 
erschien unter anderem deshalb erf olgversprechend, da die 

30 Cochlea des Vogels und die Cochlea von Saugern zellbiologi- 
sche Gemeinsamkeiten aufweisen. Sowohl das Sinnesepithel der 
Vogelcochlea als auch das Sinnesepithel der Saugercochlea 
sind namlich postmitotisch, das heifit die in den Sinnesepi- 
thelien vorhandenen Sinneszellen werden nur wahrend eines 
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ganz bestimmten Zeitabschnitts in der embryonalen Entwicklung 
ausgebildet. Danach finden normalerweise keine weiteren Zell- 
teilungen statt. Diese grundsatzliche Gemeinsamkeit macht 
aber die Erscheinung, daft sich im vestibularen Sinnesepithel 
5 des Vogels wahrend seines gesamten Lebens Zellteilungen nach- 
weisen lassen, beim Menschen jedoch nicht, schwer verstand- 
lich. 

Da beim Vogel erkannt wurde, dafi sogenannte Wachstumsf aktoren 

10 in der Vogelcochlea eine erhohte Prolif erationsrate hervor- 
rufen konnen, wurden solche Wachstumsf aktoren auch in der 
Cochlea des Saugers eingesetzt. Es lie/3 sich jedoch keine re- 
produzierbare Wirkung nachweisen. Dies legt den Schluft nahe, 
daB trotz einer grundsatz lichen zellbiologischen Gemein- 

15 samkeit, andere signifikante Unterschiede zwischen Vogel- 
cochlea und Saugercochlea vorhanden sein miissen. Diese 
konnt„en darin liegen, daft die Stiitzzellen der Vogelcochlea 
zwar wie beim Sauger postmitotisch sind, den Zellzyklus 
jedoch nur voriibergehend ver lassen haben. Sie konnen dann 

2 0 beim Auftreten eines entsprechenden Signals wieder in den 
Zellzyklus eintreten. Derartige Stiitzzellen konnen als 
quiescent, das heiJit in Wartestellung stehend bezeichnet 
werden. Im Gegensatz dazu konnen die Stiitzzellen des Saugers 
eine sehr hohe und spezielle Dif f erenzierung durchlaufen und 

25 damit den Zellzyklus irreversibel verlassen haben. Dement- 
sprechend waren sie als terminal dif f erenziert zu bezeichnen 
und beispielsweise den Neuronen vergleichbar . Dies kann fur 
die Stiitzzellen des Saugers gelten, die als sogenannte 
Pillarzellen oder Deiterszellen bezeichnet werden. Solche 

30 Erklarungsmodelle fur zellbiologische Unterschiede zwischen 
Vogelcochlea und Saugercochlea werden derzeit zum Anlafc 
genommen, die Regeneration der Sinneszellen beim Vogel noch 
detaillierter zu untersuchen, um spater weitere dort erhalte- 
ne Ergebnisse auf den Sauger iibertragen zu konnen. 
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Die Erfindung stellt sich demgegeniiber die Aufgabe, einen 
neuen Ansatz zur Behandlung von Erkrankungen oder Storungen 
des Innenohrs, die mit einer Schadigung oder Zerstorung der 
5 Sinneszellen des Innenohrs im Zusammenhang stehen, zu finden. 
Hierbei soil weniger versucht werden, an anderen Wirbeltieren 
als den Saugern erhaltene Ergebnisse auf Sauger und insbeson- 
dere den Menschen zu ubertragen, als vielmehr einen Wirk- 
mechanismus und entsprechende Wirkstoffe zur Verfiigung zu 
10 stellen, die direkt in die Zellvorgange beim Sauger eingrei- 
fen und letztlich in einer Regeneration der Sinneszellen des 
Innenohrs resultieren. 

Diese Aufgabe wird gelost durch das Verfahren mit den Merkma- 
15 len des Anspruch 1 bzw. durch die Verfahren mit den Merkmalen 
der Anspriiche 2 und 3 . Bevorzugte Ausf iihrungen sind in den 
abhangigen Anspriichen 4 bis 21 dargestellt. Der Inhalt samt- 
licher Anspriiche wird hiermit durch Bezugnahme zum Inhalt 
dieser Beschreibung gemacht. 

20 

Das Verfahren der eingangs genannten Art ist erf indungsgemaB 
dadurch gekennzeichnet , dafl mindestens ein im Innenohr vor- 
handener sogenannter Zellzyklus-Inhibitor in seiner inhibie- 
renden Wirkung durch (mindestens) einen Wirkstoff mindestens 

25 teilweise gehemmt oder ausgeschaltet wird. Dies resultiert in 
einer Regeneration der Sinneszellen des Innenohrs. Dieses 
Verfahren umfafit patentrechtlich auch die Verwendung eines 
Wirkstoff s, der in der Lage ist, einen im Innenohr vorhande- 
nen Zellzyklus-Inhibitor in seiner Wirkung zu hemmen oder 

3 0 auszuschalten, entweder direkt zur Behandlung von Erkrankun- 
gen oder Storungen des Innenohrs oder indirekt zur Herstel- 
lung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder eines Medi- 
kaments zur Behandlung von Erkrankungen oder Storungen des 
Innenohrs, wobei diese Erkrankungen/ Storungen mit einer Scha- 
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digung oder Zerstorung von Sinneszellen des Innenohrs im Zu- 
sammenhang stehen. 

Die aus dem erf indungsgemaBen Verfahren resultierende Regene- 
5 ration der Sinneszellen des Innenohrs erfolgt vorzugsweise 
durch eine Stimulation der Proliferation von Stiitzzellen des 
Innenohrs, das heiJ3t der ebenfalls im Sinnesepithel , meist 
zwischen und unterhalb der Sinneszellen angeordneten Stiitz- 
zellen. Da einer oder raehrere Zellzyklus-Inhibitoren in den 

10 Stiitzzellen des Innenohrs zu finden sind, kann durch die 

Hemmung oder Ausschaltung deren inhibierender ^.Wirkung durch 
einen geeigneten Wirkstoff die Zellteilung der Stiitzzellen 
initiiert und darait eine Grundvoraussetzung fur die Schaffung 
von Ersatzzellen fur abgestorbene Sinneszellen geschaffen 

15 werden. Die aus der Teilung der Stiitzzellen hervorgehenden 
Zellen konnen dann mindestens teilweise zu f unktionsf ahigen 
Sinneszellen ausdif f erenzieren. 

Bei den bisher genannten Sinneszellen des Innenohrs handelt 
2 0 es sich vorzugsweise urn die sogenannten Haarsinneszellen oder 
kurz Haarzellen, die an ihrem oberen Ende haarahnliche Fort- 
satze, die sogenannten Stereozilien oder Sinnesharchen auf- 
weisen. Diese Haarzellen befinden sich auf der Basilarmembran 
im sogenannten Corti-Organ und bilden in Form sogenannter 
25 aufierer Haarzellen und sogenannter innerer Haarzellen die 
eigentlichen Rezeptorzellen fur die Schalltransduktion im 
Innenohr. Interessant fur eine Regeneration sind sowohl die 
inneren als auch die auBeren Haarzellen, wobei eine Regenera- 
tion der aulieren Haarzellen aufgrund deren grofterer Empfind- 
30 lichkeit ein besonderes Anwendungsgebiet der Erfindung 
darstellt. Diejenigen Stiitzzellen, die den inneren oder 
auBeren Haarsinneszellen anatomisch besonders gut zugeordnet 
sind, kommen fur einen Einsatz des erf indungsgemaB verwende- 
ten Wirkstoffs in besonderer Weise in Frage. So befinden sich 



PCT/EP99/01153 



neben den auBeren Haarsinneszellen als Stiitzzellen die 
sogenannten Hensenzellen, und unterhalb der auBeren Haar- 
sinneszellen die sogenannten Deiterszellen und die "auBeren" 
Pillarzellen . Diese Hensenzellen, Deiterszellen und auBeren 
5 Pillarzellen sind dement sprechend als Ersatzzellen fur die 
auBeren Haarsinneszellen besonders geeignet. In entsprechen- 
der Weise befinden sich neben und unterhalb der inneren 
Haarsinneszellen die sogenannten inneren Sulcuszellen als 
Stiitzzellen und unterhalb der inneren Haarsinneszellen auch 

10 die inneren Pillarzellen, die dementsprechend beide als 
Ersatzzellen fur die inneren Haarsinneszellen ?in Betracht 
kommen. Dementsprechend kann ggf. eine Regeneration von 
inneren oder auBeren Haarzellen selektiv initiiert und 
beeinfluBt werden. Hier kann auch auf die einschlagigen 

15 Fachbiicher und Fachartikel iiber den Horvorgang bei Saugern, 

insbesondere beim Menschen verwiesen werden. Die Regeneration 
der an der Schalltransduktion im Innenohr beteiligten Haar- 
sinneszellen zur Behandlung der InnenohrschwerhSrigkeit bei 
einer vorliegenden Schadigung dieser Sinneszellen stellt das 

20 Hauptanwendungsgebiet der vorliegenden Erfindung dar. 

Bei den Zellzyklus-Inhibitoren, die erf indungsgemaB in ihrer 
inhibierenden Wirkung gehemmt oder ausgeschaltet werden, kann 
es sich grundsatzlich um verschiedene physiologische Stoffe, 

25 insbesondere Proteine handeln, die verhindern, daB die Zelle 
den normalen Zellzyklus einschlieBlich Zellteilung durch- 
laufen kann. Vorzugsweise handelt es sich um die sogenannten 
cyclin-dependent kinase inhibitors (CDKIs) , also um Zyklin- 
kinase-Inhibitoren. Von diesen ist bekannt, daB sie wahrend 

3 0 der Entwicklung eines Organismus bei der Entstehung von 

terminal dif f erenzierten Zellen verstarkt exprimiert werden 
und auf diese Weise einen Wiedereintritt der Zelle in den 
Zellzyklus verhindern. Dies wurde auch den Verlust der 
Teilungsf ahigkeit solcher Zellen mit verstarkter Exprimierung 
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von Zyklinkinase-Inhibitoren erklaren. Zellzyklus-Inhibitoren 
und dabei insbesondere Zyklinkinase-Inhibitoren der sogenann- 
ten CIP/KIP-Familie konnen selektiv in bestimmten Zelltypen 
exprimiert werden. Als bevorzugte Zyklinkinase-Inhibitoren 
5 sind hier insbesondere die als p21 ci P 1 , p27 Ki P 1 und P 57 Ki P 2 
bezeichneten Proteine zu nennen, wobei es sich erf indungsge- 
maB vorzugsweise um den Zyklinkinase-Inhibitor p27 Ki P 1 
handelt. Aufgrund der selektiven Exprimierung solcher Inhibi- 
toren und der daraus resultierenden unterschiedlichen Expres- 

10 sionsmuster kann die Erfindung zur selektiven Beeinf lussung 
des Zellzyklus in einem bestimmten Zelltyp eingesetzt werden. 
Wird beispielsweise in einem bestinunten Zelltyp, wie bei- 
spielsweise den Stiitzzellen im Sinnesepithel des Innenohrs, 
selektiv Oder doch zumindest mit einem betrachtlichen Anteil 

15 p27 K ^-P 1 exprimiert, kann durch einen speziell auf diesen 

Inhibitor abgestellten Wirkstoff , dessen inhibierende Wirkung 
ausgeschaltet und damit die Proliferation der Stiitzzellen 
initiiert bzw. stimuliert werden. Uber eine Ausdif f erenzie- 
rung mindestens eines Teils der aus der Teilung der Stutzzel- 

2 0 len hervorgegangenen Zellen wird dann die Regeneration der 
Sinneszellen bewirkt. 

Wie aus den bisherigen Ausfuhrungen bereits hervorgeht, han- 
delt es sich bei der Erkrankung oder Storung des Innenohrs 
25 erf indungsgemafi insbesondere um eine sogenannten Innenohr- 
schwerhorigkeit. Diese steht mit der bereits erlauterten 
Schadigung oder Zerstorung der Haarsinneszellen im Innenohr 
im Zusammenhang. 

30 Bei dem erf indungsgemaB einsetzbaren Wirkstoff, der den Zell- 
zyklus-lnhibitor wiederum in seiner inhibierenden Wirkung 
hemmt oder ausschaltet, handelt es sich vorzugsweise um eine 
Substanz, die, tiblicherweise intrazellular , direkt oder 
indirekt auf den Inhibitor, das hei&t tiblicherweise ein 
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Peptid oder Protein einwirJct. Dabei kann der Wirkstoff 
vorzugsweise als Peptid oder Protein vorliegen, das mit dem 
Inhibitor eine Peptid-Peptid- oder Protein-Protein-Wechsel- 
wirkung eingeht. Das ware dann der Fall einer "direkten" 
5 Beeinf lussung der Funktion des Inhibitors. Wenn als Wirkstoff 
ein Nukleinsauremolekul verwendet wird, das fur die Amino- 
sauresequenz eines oben genannten Peptids /Proteins kodiert, 
kann man von einer "indirekten" Beeinf lussung sprechen, da 
zunachst das kodierende Nukleinsauremolekul in die entspre- 

10 chende Zelle eingeschleust und anschlieBend das (direkt als 
Wirkstoff dienende) Peptid-/Proteinmolekiil exprimiert wird. 
Bei dem genannten Nukleinsauremolekul kann es sich insbeson- 
dere um ein rekombiniertes Nukleinsauremolekul handeln. Das 
Nukleinsauremolekul kann grundsatzlich ein DNA-Molekiil, ein 

15 cDNA-Molekiil oder ein RNA-Molekiil sein. 

Ein weiterer Wirkstoff, der nach der Erfindung bevorzugt 
einsetzbar ist, ist ein Nukleinsauremolekul, bei dem man sich 
die sogenannte Antisense-Technik zunutze macht. Bei dieser 

20 dem Fachmann grundsatzlich bekannten Technik wird iiblicher- 
weise eine RNA verwendet, die zur RNA des normalen (physio- 
logischen) Gens komplementar ist. Diese komplementare RNA 
nennt man Antisense-RNA. Die Antisense-RNA kann die Synthese 
des zu dem Gen gehorenden Proteinprodukts verhindern. Dies 

25 bedeutet im Fall der Erfindung, daft ein Nukleinsauremolekul, 
beispielsweise die Antisense-RNA selbst oder die DNA, bei 
deren Transkription die Antisense-RNA entsteht, zur Hemmung 
oder Ausschaltung der inhibierenden Wirkung des Zellzyklus- 
Inhibitors in den Organismus bzw. die Zelle eingebracht 

30 wird. Dieses Einbringen kann vorzugsweise mit Hilfe von 

Lipidverbindungen geschehen, die zusatzlich virale Komponen- 
ten zum besseren Andocken und Eindringen des Nukleinsaure- 
molekuls in die Zelle tragen. 
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Wie geschildert kann der Wirkstoff bei der Erfindung eine un- 
mittelbare Wechselwirkung, vorzugsweise eine Peptid-Peptid- 
oder Protein-Protein-Wechselwirkung mit dem Zellzyklus- 
Inhibitor eingehen. Der Wirkstoff kann jedoch auch mittelbar 
5 die inhibierende Wirkung des Zellzyklus-Inhibitors hemmen 

oder ausschalten, indem er mit einem physiologischen Wechsel- 
wirkungspartner des Zellzyklus-Inhibitors mindestens genauso 
gut oder vorzugsweise besser wechselwirkt als der Zellzyklus- 
Inhibitor selbst. Auf diese Weise wird dann verhindert, da/3 
10 der Zellzyklus-Inhibitor seine physiologische (inhibierende) 
Wirkung entfalten kann. 

So ist es beispielsweise im Falle des Zyklinkinase-Inhibitors 
p2 7 Kl P 1 bekannt, da/3 dieser zusammen mit der zyklinabhangigen 

15 Kinase CDK2 und dem Zyklin A einen Proteinkomplex ausbildet. 
Dabei existieren bestimmte Stellen, an denen zwischen dem 
p27Ki.pl und CDK2 bzw. Zyklin A Peptid-Peptid-Wechselwirkungen 
stattfinden. So wurde beispielsweise eine Bindungsstelle sehr 
hoher Affinitat zwischen p27 Ki P 1 und Zyklin A identif iziert 

20 und mehrere weniger starke Bindungsstellen zwischen p27 Kl P 1 
und Zyklin A bzw. p27 Ki P 1 und CDK2 . Greift man nun eine der 
Bindungsstellen heraus, an denen keine Bindung/Interaktion 
mit hoher oder sehr hoher Affinitat vorliegt, so kann ein 
Wirkstoff, vorzugsweise in Form eines weiteren Peptids/Pro- 

2 5 teins ausgewahlt oder entwickelt werden, der mit einem der 
beiden Wechselwirkungspartner an der betref fenden Bindungs- 
stelle eine Bindung/Interaktion mindestens gleich hoher oder 
vorzugsweise hoherer Affinitat eingeht. Dadurch wird dann die 
ubliche physiologische Wechselwirkung gehemmt oder verhin- 

30 dert, da die entsprechende Bindungsstelle fur den physiologi- 
schen Wechselwirkungspartner blockiert ist. 

So kann beispielsweise fur eine Bindungsstelle zwischen 
p27Kipi unc j zyklin A, aber auch CDK2 , eine optimierte Pep- 
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tidstruktur oder optimierte Aminosauresequenz fur die Amino- 
sauresequenz des p2 7 Kl P 1 an dieser Stelle entwickelt werden, 
die dann an die entsprechende Sequenz des Zyklin A bzw. CDK2 
an dieser Stelle mit besserer, das heifct hoherer Affinitat 
5 bindet. Eine derartige optimierte Peptidstruktur umfafit bei- 
spiels- und vorzugsweise bis zu 15 Aminosauren und kann dann 
direkt in die Zelle eingebracht oder vorzugsweise durch ein 
kiinstlich eingebrachtes Gen intrazellular exprimiert werden. 
Durch die hohe Affinitat eines solchen Peptids wird dann die 

10 Wechselwirkung der physiologischen Peptidpartner gestort und 
die Ausbildung des Peptidkomplexes , auf der die inhibierende 
Wirkung des Zellzyklus-Inhibitors beruht, verhindert. Auf 
diese Weise sorgt dann der Wirkstoff fur eine mindestens 
teilweise Hemmung oder eine vollstandige Ausschaltung der 

15 inhibierenden Wirkung des Zellzyklus-Inhibitors. Durch diesen 
Verf ahrensansatz der Erfindung mufl die Konzentration des 
Wirkstoff s, insbesondere des Peptids/Proteins mit der ent- 
sprechenden Aminosauresequenz in der Zelle nur etwa gleich 
hoch sein wie die entsprechende Konzentration des Zellzyklus- 

2 0 Inhibitors, der in seiner Wirkung gehemmt oder ausgeschaltet 
werden soli. Da derartige Konzentrationen, beispielsweise 
von p27 Kl P 1 in der Groftenordnung von ca. 10 nM/1 liegen und 
etwa 1000 bis 10000 Molekulen pro Zelle entsprechen, konnen 
bereits sehr niedrige Konzentrationen fur die Durchf iihrung 

2 5 der Erfindung ausreichen. Wichtig ist ebenfalls, da6 zum 

Erreichen einer solchen Konzentration mit Hilfe gentherapeu- 
tischer Methoden bereits das Einschleusen einer einzigen 
Kopie einer DNA, die fur die entsprechende Aminosauresequenz 
kodiert, pro Zelle ausreicht. Dies stellt gegeniiber anderen 

3 0 Methoden, die mit viel hoheren Konzentrationen oder einer 

groBeren Vielzahl von DNA-Kopien arbeiten miissen, einen 
entscheidenden Vorteil dar. 
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In Weiterbildung kann das erf indungsgemafie Verfahren so 
durchgefiihrt werden, daft der Wirkstoff in Form eines soge- 
nannten Vektors oder Vehikels vorliegt, wobei dieser Vektor 
Oder dieses Vehikel mindestens eines der bereits beschriebe- 
5 nen Nukleinsauremolekule tragt. Vorzugsweise handelt es sich 
dabei um ein Nukleinsauremolekiil , das fur die Aminosaurese- 
guenz eines als Wirkstoff dienenden Peptids oder Proteins 
kodiert. Bei den genannten Vektoren kann es sich um die iibli- 
chen viralen und nicht-viralen Vektoren handeln, wie sie dem 

10 Fachmann bekannt sind. So konnen in iiblicherweise Retroviren, 
Adenoviren oder adeno-assoziierte Viren als virale Vektoren 
eingesetzt werden. Bei nicht-viralen Vektoren ist bekannter- 
maBen keine virale DNA beteiligt, so daft hier grundsatzlich 
eine "nackte" DNA in eine Zelle eingebracht werden kann. Vor- 

15 zugsweise werden derartige Nukleinsauremolekule jedoch iibli- 
cherweise in sogenannte Liposomen oder Lipoplexe verpackt 
sein ?und in dieser Form in den Organismus und die Zelle ein- 
gebracht werden. Der Einsatz von nicht-viralen Vektoren bzw. 
Lipoplexen ist grundsatzlich bevorzugt, da virale Vektoren 

2 0 einige, dem Fachmann bekannte Nachteile aufweisen. Aufgrund 
der soeben geschilderten Einsatzmoglichkeiten der Erfindung 
kann hier haufig ohne Verwendung viraler Vektoren gearbeitet 
werden, da die Effektivitat der verwendeten Wirkstoffe selbst 
sehr hoch ist und dementsprechend mit niedrigen Konzentratio- 

2 5 nen gearbeitet werden kann. 

Bei der Erfindung wird der verwendete Wirkstoff vorzugsweise 
in einer therapeutisch wirksamen Menge eingesetzt. Dieser 
kann in iiblicher Weise auf das zu behandelnde Subjekt abge- 

3 0 stellt sein, wobei u.a. bekannte pharmazeutische Zusatzstoffe 

zum Einsatz kommen konnen. In Weiterbildung kann der verwen- 
dete Wirkstoff und dementsprechend auch das erf indungsgema&e 
Verfahren zur lokalen Applikation vorgesehen sein. Damit 
konnen mogliche Nachteile einer systemischen Applikation 



PCT/EP99/01153 



vermieden werden. Der Zielort des erf indungsgemaflen Verfah- 
rens, namlich das Innenohr, ist fur eine lokale Applikation 
in besonderem Ma/Je geeignet. So kann der Wirkstoff im vorlie- 
genden Fall in den sogenannten Perilymphraum des Innenohrs 
5 des Saugers, insbesondere des Menschen eingebracht werden. 
Hier handelt es sich um einen kleinen Fliissigkeitsraum mit 
sehr langsamer Austauschgeschwindigkeit , der einer thera- 
peutischen Intervention vom Mittelohr her, beispielsweise 
uber die Membran des runden Fensters, zuganglich ist. Dieser 
10 Perilymphraum hat ein Volumen von nur etwa 2 0 Mikrolitern und 
steht zudem in direktem Kontakt mit den Zellei\ des Corti- 
Organs. Damit ist ein direktes Einwirken des wirkstoff es auf 
das Sinnesepithel mit seinen Haarzellen und Stiitzzellen 
gewahr leistet . 

15 

Weiter umfaBt die Erfindung den Wirkstoff selbst, dessen 
Verwejidung in dem bereits beschriebenen Verfahren ausfiihrlich 
dargestellt ist. Auf den Inhalt und Wortlaut der Anspriiche 22 
bis 27 wird Bezug genommen. Dieser Wirkstoff ist zur Regene- 
2 0 ration der Sinneszellen des Innenohrs, insbesondere der 

Haarsinneszellen des Innenohrs ausgebildet und in der Lage, 
einen im Innenohr vorhandenen sogenannten Zellzyklus-Inhibi- 
tor in seiner (inhibierenden) Wirkung mindestens teilweise zu 
hemmen oder auszuschalten. Bei dem Zellzyklus-Inhibitor 

2 5 handelt es sich vorzugsweise um einen Zyklinkinase-Inhibitor , 

insbesondere den Zyklinkinase-Inhibitor p27 Kl P 1 . Beziiglich 
der genauen und bevorzugten Eigenschaf ten des Wirkstoffs wird 
auf die bisherigen Ausf iihrungen Bezug genommen und verwiesen. 
Wie geschildert kann es sich hierbei vorzugsweise um minde- 

3 0 stens ein Peptid/Protein oder um mindestens ein Nukleinsaure- 

molekiil handeln, wobei letzteres vorzugsweise eine Antisense- 
DNA oder Antisense-RNA ist oder vorzugsweise fur ein ent- 
sprechendes als Wirkstoff einsetzbares Peptid/Protein 
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kodiert. Bei dem Nukleinsauremolelkiil kann es sich um ein 
DNA-Molekiil, ein cDNA-Molekiil oder ein RNA-Molekiil handeln. 
Insbesondere das Nukleinsauremolekiil wird init Hilfe eines 
geeigneten Vektors oder Vehikels in den Organismus bzw. die 
5 Zelle eingebracht, wobei es sich um die beschriebenen viralen 
oder nicht-viralen Vektoren bzw. um in Liposomen/Lipoplexen 
verpackte Nukleinsauremolekiile handeln kann. 

Schliefilich umfaftt die Erfindung eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung oder ein Medikament, das mindestens einen Wirk- 
stoff , der in der Lage ist, einen im Innenohr vorhandenen 
sogenannten Zellzyklus-Inhibitor in seiner Wirkung zu hemmen 
oder auszuschalten, in einer wirksamen Menge sowie iiblicher- 
weise einen pharmazeutisch akzeptablen Trager enthalt. Bezug- 
lich des in der Zusammensetzung bzw. dem Medikament enthalte- 
nen Wirkstoffs wird ausdriicklich auf die bisherigen Ausfuh- 
rungdn Bezug genommen. Auf den Inhalt der Anspruche 28 und 29 
wird ausdriicklich verwiesen. 

Die beschriebenen Merkmale und weitere Merkmale der Erfindung 
ergeben sich aus der nachf olgenden Beschreibung einer bevor- 
zugten Ausf iihrungsf orm in Verbindung mit den Unteranspriichen , 
dem Beispiel und der Zeichnung. Hierbei konnen die einzelnen 
Merkmale jeweils einzeln fur sich oder zu mehreren in Kombi- 
nation miteinander verwirklicht sein. 

In der Zeichnung zeigt: 

Figur 1 die elektronenmikroskopische Aufnahme einer in 
Kernteilung befindlichen Zelle im sensorischen 
30 Epithel des Corti-Organs einer sogenannten p27 Kl P- 

Knockout-Maus . 



10 



15 



20 



25 
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Beispiel 

Fur den Versuch wird eine sogenannte p27 Kl P 1 -Knockout-Maus 
5 (p27~/_) verwendet, das heifit eine Maus, der das Gen zur 
Expression des Proteins p27 Kl P 1 fehlt. Dementsprechend kann 
in einer solchen Maus p27 Kl P 1 seine Zellzyklus-inhibierende 
Wirkung per se nicht entfalten. 

10 Von einer solchen p27 Kl P 1 -Knockout-Maus wird am siebten Tag 
nach der Geburt (postnataler Tag 7) das Cortische Organ ent- 
nommen und in iiblicher Weise fiir eine elektronenmikroskopi- 
sche Untersuchung derart prapariert, daB das sensorische 
Epithel des Cortischen Organs zu sehen ist. 

15 

Das Ergebnis der elektronenmikroskopischen Untersuchung ist 
in F|gur l dargestellt. In dieser elektronenmikroskopischen 
Aufnahme ist zu erkennen, daB zwischen zwei links oben bzw. 
rechts unten befindlichen inneren Haarzellen, von denen die 

2 0 schwarz umrandeten Zellkerne links oben (vollstandig) und 
rechts unten (teilweise) zu erkennen sind, eine in Kerntei- 
lung (Mitose) befindliche Zelle, das heiBt eine mitotische 
Zelle angeordnet ist. Die Mitose ist eindeutig erkennbar am 
kondensierten Chromatin, der aufgelosten Kernmembran und dem 

25 Basalkorperchen. Die links oben angeordnete innere Haar zelle 
und das Basalkorperchen sind in der Figur zur besseren 
Erkennbarkeit mit englichsprachiger Beschriftung bezeichnet. 

Damit ergibt sich aus Figur 1 eindeutig, daB das Fehlen des 
30 Zellzyklus-Inhibitors p27 Ki P 1 dazu fiihrt, daB im Sinnesepi- 

thel des Cortischen Organs der Maus eine Zellteilung von dort 
angeordneten Stiitzzellen moglich ist. Hierbei ist noch zu er- 
wahnen, daB es sich bei der in Figur 1 dargestellten Zelltei- 
lung nicht urn eine Einzelerscheinung innerhalb des sensori- 
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schen Epithels des Corti-Organs handelt, sondern daB sehr 
viele dort befindliche Zellen eine Zellteilung und damit den 
Zellzyklus durchlaufen. Die in Figur 1 dargestellte Erschei- 
nung lafit den SchluB zu, daB nicht nur eine Zellteilung, 
5 sondern nach einer Zellteilung, die den entscheidenden 

Schritt im Haarzellregenerationsprozess darstellt, im weite- 
ren auch eine Dif f erenzierung zu Haarsinneszellen und 
schlieBlich eine funktionelle Erholung der Horfunktion des 
Sinnesorgans eintritt. Damit ist eine Regeneration der 

10 Sinneszellen moglich. Fur die Zulassigkeit dieses Schlusses 

spricht auch, daft bei der Knockout-Maus nicht ,nur eine Mitose 
stattfindet, sondern daB derartige Knockout-Mause auch mehr 
Haarzellen besitzen als normale Mause, bei denen das Protein 
p27Kipl exprimiert wird- Dementsprechend resultiert die 

15 Mitose der Stutzzellen auch in ausdif f erenzierten Sinneszel- 
len. Die Richtigkeit dieses Schlusses wird durch die folgen- 
den Ergebnisse bestatigt. Bei heterozygoten Knockout-Mausen 
wurde die Regeneration der Haarzellen dadurch nachgewiesen, 
daB in der zweiten Lebenswoche der Tiere, wenn diese die 

20 Horfunktion entwickeln, die Haarzellen durch systemische 
Verabreichung von Amikacin zerstort wurden. Nach weiteren 
zwei Wochen ohne jede Injektion wurden die Tiere getotet und 
ihre Cochlea untersucht. Dabei zeigten sich neu gebildete 
Haarzellen in der Cochlea, die durch einen, beispielsweise 

25 mit dem Amikacin verabreichten, Prolif erationsmarker (Brom- 
desoxyuridin (BrdU) ) markiert sind. 

Als Konsequenz daraus laBt sich nicht nur bei Knockout- 
Mausen, denen das Gen fur p27 Ki P 1 von vornherein fehlt, 
3 0 sondern auch durch eine Hemmung oder Ausschaltung des im 

normalen Organismus exprimierten p27 Ki P 1 , beispielsweise mit 
Hilfe eines mit dem p27 Ki P 1 oder einem seiner physiologi- 
schen Partner wechselwirkenden Peptids, mit Hilfe der fur 
dieses Peptid kodierenden Nukleinsauresequenz oder mit Hilfe 
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einer Antisense-DNA/Antisense-RNA eine Regeneration der 
Sinneszellen erreichen. Dies kann auch durch eine nur teil- 
weise Ausschaltung der Funktion von p27 Kl P 1 geschehen, da be 
den heterozygoten Mausen ein Gen-Dosis abhangiger Effekt 
beobachtet wird. 



WO 99/42088 



- 17 - 



PCT/EP99/0I1S3 



Verfahren zur Behandlung von Erkrankunqen 
oder Storungen des Innenohrs 

5 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen oder Storungen 
des Innenohrs, die mit einer Schadigung oder Zerstorung 

10 von Sinneszellen des Innenohrs im Zusammenhang stehen, 

dadurch gekennzeichnet , dafi zur Regeneration der Sinnes- 
zellen des Innenohrs mindestens ein im Innenohr vorhan- 
dener sogenannter Zellzyklus-Inhibitor in seiner inhi- 
bierenden Wirkung durch einen Wirkstoff mindestens 

15 teilweise gehemmt oder ausgeschaltet wird. 

2. ^Verwendung eines Wirkstoff s, der in der Lage ist, einen 
im Innenohr vorhandenen sogenannten Zellzyklus-Inhibitor 
in seiner Wirkung zu hemmen oder auszuschalten, zur Be- 

2 0 handlung von Erkrankungen oder Storungen des Innenohrs, 

die mit einer Schadigung oder Zerstorung von Sinneszel- 
len des Innenohrs im Zusammenhang stehen. 

3. Verwendung eines Wirkstoff s> der in der Lage ist, einen 
25 im Innenohr vorhandenen sogenannten Zellzyklus-Inhibitor 

in seiner Wirkung zu hemmen oder auszuschalten, zur Her- 
stellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung oder 
eines Medikaments zur Behandlung von Erkrankungen oder 
Storungen des Innenohrs, die mit einer Schadigung oder 

3 0 Zerstorung von Sinneszellen des Innenohrs im Zusammen- 

hang stehen. 

4. Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet , daB die Regeneration 
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der Sinneszellen des Innenohrs durch Stimulation von 
Proliferation von Stiitzzellen des Innenohrs erfolgt. 

5. Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
5 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den 

Sinneszellen des Innenohrs um sogenannte Haarsinneszel- 
len handelt. 

6. Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
10 Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem 

Zellzyklus-Inhibitor um einen Zyklinkinase-Inhibitor 
handelt. 

7. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 6, dadurch ge- 
15 kennzeichnet , daB es sich bei dem Zyklinkinase-Inhibitor 

um den Zyklinkinase-Inhibitor p27 Ki P 1 handelt. 

8 . Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der 

2 0 Erkrankung oder Storung des Innenohrs um eine Innenohr- 

schwerhorigkeit handelt. 

9 . Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem 

25 Wirkstoff um mindestens eih Peptid oder mindestens ein 

Protein handelt. 

10. Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem 

3 0 Wirkstoff um mindestens ein Nukleinsauremolekul , insbe- 

sondere rekombiniertes Nukleinsauremolekul handelt. 

11. Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 10, dadurch ge- 



PCT7EP99/01153 



kennzeichnet , daft das Nukleinsauremolekul fur ein Peptid 
Oder ein Protein nach Anspruch 9 kodiert. 

Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, da- 
durch gekennzeichnet , daB das Nukleinsauremolekul ein 
DNA-Molekul ist. 

Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 12 , dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Nukleinsauremolekul ein cDNA-Mole- 
kiil ist. 

Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Nukleinsauremolekul ein 
RNA-Molekul ist. 

Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
'Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff in 
Form eines sogenannten Vektors vorliegt, wobei vorzugs- 
weise der Vektor ein Nukleinsauremolekul nach einem der 
Anspriiche 10 bis 14 tragt. 

Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es sich bei dem Vektor urn einen 
viralen Vektor handelt. 

Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es sich bei dem Virus um ein Retro- 
virus, ein Adenovirus oder ein adeno-assoziiertes Virus 
handelt. 



18. 



Verfahren oder Verwendung nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es sich bei dem Vektor um einen nicht- 
viralen Vektor handelt. 




• 
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Verfahren oder Verwendung nach einem der Anspriiche 10 
bis 14, dadurch gekennzeichnet , da/3 es sich um ein in 
ein Liposom oder einen Lipoplex verpacktes Nukleinsaure- 
molekiil handelt. 

Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Wirkstoff in 
einer therapeutisch wirksamen Menge eingesetzt wird. 

Verfahren oder Verwendung nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Wirkstoff zur 
lokalen Applikation vorgesehen ist. 

Wirkstoff zur Regeneration der Sinneszellen des Innen- 
ohrs, insbesondere der Haarsinneszellen des Innenohrs, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 er in der Lage ist, einen im 
innenohr vorhandenen sogenannten Zellzyklus-Inhibitor in 
seiner Wirkung mindestens teilweise zu hemmen oder aus- 
zuschalten . 

Wirkstoff nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, da/3 
der Zellzyklus-Inhibitor ein Zyklinkinase-Inhibitor , 
vorzugsweise der Zyklinkinase-Inhibitor p27 Kl P 1 ist. 

Wirkstoff nach Anspruch 2 2 oder 23, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich um mindestens ein Peptid oder minde- 
stens ein Protein handelt. 

Wirkstoff nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeich- 
net, da/3 es sich um mindestens ein Nukleinsauremolekiil, 
vorzugsweise ein rekombiniertes Nukleinsauremolekiil 
handelt. 
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Wirkstoff nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daft 
das Nukleinsauremolekiil ein DNA-Molekul , cDNA-Molektil 
Oder RNA-Molekiil ist. 

Wirkstoff nach einem der Anspriiche 2 2 bis 26, dadurch 
gekennzeichnet, daB der Wirkstoff in Form eines soge- 
nannten Vektors oder Vehikels vorliegt, wobei dieser 
vorzugsweise gekennzeichnet ist durch mindestens eines 
der Merkmale der Anspriiche 15 bis 19. 

Pharmazeutische Zusammensetzung oder Medikament, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie mindestens einen Wirkstoff, der 
in der Lage ist, einen im Innenohr vorhandenen sogenann- 
ten Zellzyklus-Inhibitor in seiner Wirkung zu hemmen 
oder auszuschalten in einer wirksamen Menge und einen 
pharmazeutisch akzeptablen Trager enthalt. 



20 



29 . 



Pharmazeutische Zusammensetzung oder Medikament nach 
Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, da/3 der Wirkstoff 
ein Wirkstoff nach einem der Anspriiche 23 bis 27 ist. 
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